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RÊSUM"f: 
On a tenté lhapioidïsation par gynogenèse de l'espèce 
tétraploide cultivée de cotonnier G, hirsutum. Apres 2 à 
3 mois de culture. des embryons à divers stades de déve-
lopper,ent ont été observés dans les c:ivités ovti'. Ji•es. Des 
ne,istè:T1es et des néoforrru1tions appJraisse:"t d:ins le même 
temps dJr.5 1e cal issu de'3 téguments externes de l'ovule. 
MOTS CLES : culture in vitro, Gossypium hirsutum, ovules. gynogenèse. embryogenèse somatique. 
INTRODUCTION 
L::: genre Gossypium comprend 33 espèces diploïdes 
(.2 n = 2 x = 26 chromosomes) rèpai-ties en 7 gé-
nomes, de A à G, et 4 espèces tétraploïdes 
(2 n = 4 x = 52 chromosomes) résultant de l'hybri-
dation de deux espèc.=s des génomes A et D, suivie du 
doublement spontané du stock chromosomiquè de 
l'hybride. 
Sur les 4 seules espèces cultivées, 2 sont diploïdes 
et 2 tétraploïdes. L'un des objectifs de la sèlection 
est d'incorpoœr aux variétés cultivéc:s des caractères 
intéressants présents chez les espèces sauvages par 
le biais de. l'hybridation interspécifique. Mais celle-ci 
n'est pas toujours réalisable, du fait dt: l'éloignèment 
des génomes qui conditionne un mauvais apparie-
ment chromosomique, ou de la différenœ de niv-:oau 
de ploïdie, des barrières d'incompatibilité se ma-
nifestant alors entœ embrvon, albumen et tissus 
maternels. De nombreux auteurs ont donc tenté de 
surmonter ces obstacles par la culture in l'itro 
d'ovules ou d'embryons ainsi soustraits à un environ-
nement défavorable. 
Les prt:mières réussitès ont été obtenu,:;s dans des 
cas simples d'autofécondation (Josm, 1961); BEASLEY. 
1971 ; Joscu i::t JoHRI, 1972 ; Ern et al., I<J73 ; BE.\SLEY 
et TING, t 973 et 1974 ; STEWAR r et Hsi;, 1977 J. Plus 
récemment, lt!,, recherche;:; se sont ,ht:ndues à dës 
cas plus complexes d'hybridations interspécitlques 
(STEWART et Hsu, 1978; GILL et B.\HJ, 1984 a d bt. 
Parallèlement, les travaux s0nc aussi conduits dans 
d'autres domaines, notamment l'embry;)genèse soma-
tiquë t KATTER:VL\K et al., 1977 ; PIUCE et al., 1977 ; 
WILLIHIS, 1978: S1..mH èt PRICE, 1979; HsuetSTEWART, 
L930 ; PRICE et SMHH, 1980: FL,ŒR et S~HTH, 1982 et 
1984: DA.\'1D01(IS et HA.\IILTON, 1983) ou les méthode,;; 
d'haploïdisation par androgenèse (B_\RRO,V er al., 
197.s; I--L,;c et Wt', 197Si ou gynogenèse, cette dernière:: 
voie n'ayant pas ëncoœ fait l'objet de publication. 
Si .;;e,; dernières méthodes étaiënt mises au point, 
dies permettraient un gain de temps appréciable 
dam les schémas d'amélioration, par la possibilité 
de fi:œr rapidëment les lignées à l'état homozygote 
après doublement chromosomique. La voit'! de l'an-
drogen~se a étè jusqu'ici la plus explorée, sans doute 
du fait qu'une anthère: contient un plus grand nombre 
d'embryons potentiels ( en théorie, un par micro-
spoœ t et donc plus de chances dt: succès et de 
variabilité. Lès travaux existants ne font pourtant 
pa,, encore état de la nigénèration de plantlès 
entier,%, 
Pour b gynogenèse, la seule publication (BEASŒ\ 
et TING, 1974} concerne l'effet de diverses phytohor 
mones sur Ja croissance i11 l'itro de la libre d'ovules 
non fécondés du cotonnier .. Mais, désormais, il est 
possible de profiter des acquis de la culture d'ovules 
foconctes, qui ont përmis de préciser les besoins 
nutritifs et hormonaux dë l't:mbryon au cours de son 
développement. Les essais de gynogenèse rapportés 
ici oui donc été tentés dans le cadre plus vaste d'une 
étude .sux la .;ulture in vitro d'ovules dt: plusieurs 
cspèecs de Gossypium 1 P.\LLARES, 1984 ). 
MATERIEL ET MÊTHODE 
Matériel végétal 
Il est constitué de deux cultivars de G. hirsutum 
(Cv Pavlikèni et Cv Strumica) dont les graines ont 
été foumies par la banqœ de gènot:ypes de l'I.R.C.T. 
Les plantes sont élevees en serre régulé:: en n:Hlant 
ti. les maintt:nir d:m,,; des conditions physiologiques 
et phytosanitaires optimales, afin d'éviter l'int1ul:'nce 
néfaste d'un mauvais état des plantes mères sur la 
culture i;z vitro ultériëure, 
Les fleurs sont soit préle,·ées la veille de l'anthèse, 
soit émasculées a cette date, les parties femelle,; 
étant protégées d'une pollinisation acddë!ntelle jus-
qu'au prélèvement de l'ovaire qui intervient dans lt:s 
deux jours (anthèse ou lendt:main de l'anthèse). 
Ces trois stades de prélèvement ont donne des 
résult::1ts èquiiialents, mais aucune:: analyse statis 
Iiqw~ rlg<.:rureuse n'a été réalisJe à ce sujet. 
Mèthode 
La stérilisation des capsules est effectuée, après 
laYage aœc un détergent et rinçage:;, par immersion 
dans une solution d'hypochlorite de calcium à g "~ 
pendant 20 minutes, suivie de 3 rinçages à l'eau sté· 
rile. Il pc:ut s'avérer neœssaire d'dfectuer ensuite un 
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trempage dans l'alcool à 95° et un flambage rapide 
juste avant l'ouver~urc eres capsules et l'excision des 
ovules. 
Ces derniers sont ensemenc~s sur le rnili1:u de 
euh.ure, donné en :mne:œ,, préalablement coulé en 
boites de pétri et solidifié à l'agar. Les boîtes, hermé-
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l iquement bouchées au " cellofrars .,, sont transférè.:!s 
en salle de culture à 27 °C ± 1 où elles œstent de 
2 a 3 mois dans le noir absolu. 
Aucun repiquage n'est effectué pendant le déroule-
m~t de la culture. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
les ovules non rècondés produisent peu de fibre 
mais un cal, dont l'a.;pect et le vo'.ume varient en 
îonction de l'orientation des ovules sur le milieu. se 
déve~orpe à partir de leurs téguments extarnes. 
Lorsque les ovules sont déposés vertkalcèment sur le 
milieu. le cal les englobe totalement et systémati-
quement; il a éte ultéri<::urement coastaté une dègé-
nfr,;scence complete de l'ovule; par contœ. cette 
position semble favorable à tLïC organog"mèse soma-
tique. C'est lïnn:rse qui se produit lorsque les 
ovules sont couches et, dans œ cas. des stn1ctures 
proernbryonnaires ont été obsen:ées. Après detL'<': mois 
de culture, det!X 1ypes de formations sont 1:isihles : 
Fcnnuürnm, obs'i:rt1ér.as dans la cavité ovulaire 
Leu, morphologie e:tterne peut aller du noduk au 
vëri~ablc embryon dicotylèdonaire. tandis que leur 
~tructure interne se révèle très YOisine de celle d'un 
c':nbryon zygotiqu0~ au cours de sa maturation: les 
n.2dules (proembryon,:; globula~res} évoluent vers les 
stades cordifonne, puis dicotylèdonaire, tandis que 
s::: différencient prm ascuiarisation, m.iiristemes cauli-
nair~. racinaire:, cotylédonaires et même des glandes 
t, gossypol itig. L 2 et 3i. 
Ces formations. dont ot: ne voit qu'un exemplaire 
par ovule et qui sont maintenues au nh·eau du ml-
cro:)Yle par un suspenseur, seront considérées comme 
des prœml:iryons et des embryons, car supposées 
prm'errir de la dh:ision des cellulc~s haploïdes 
( oosphére ou synergides) du sac embryonnaire. Des 
FIG. 1. - Nodule pluricellulaire a,.r 
nEveau d.:i micropyle d'un ovule non 
fécond::i de G. hirsl!tum. après 2 mois 
de culture. Coupe longitud[nale de 
l'ovule. '( 2-10. 
FrG. 2. - Proembryon à structure in-
terne élaborée i_ une partie a été coup::ie 
pour denombrement chromosomique,. 
:oupe longitudinale d'o~u!::; non fecondé 
de G. f;frsawm ai:,rès 2 mois de 
culture. ;, 60. 
I'rr,. 3. - Coupe transversale d'em· 
bryon extrait d'ovule non fécondé de 
G. Jûr.mtwn après 3 mois de culture. 
:-s: 40. Noter 1e développement des 
cotylédons. 
_J 
3, 
écrasements dans le carmin acetoforrique ont ète 
tentàs. er: ,ucè d'un dénombrement chromosomique, 
mais l'abondance de réserves sous forme de grains 
d'am1don a empèché toute détermination de leur 
niveau de nloïdie. Il conviendra donc de vériûer 
cette hypothèse par comptage sur pointes de racines, 
si l'on obtient la germination et le développement en 
plantules de ces embryons. 
Ménstemes et néoformations dans le cal 
Dans le même temps et sur le mème milieu de 
culture, on peut observer au sein du cal l'initiation 
de méristèmes, lè p1us souvent à proximité immé-
diate d'un repli du cal, au milieu d'un tissu riche en 
amidon, en trachéides et en glandes à gossypol. Une 
première étap2c de différeniiation cellulaire entraine 
la ·,nise en place d'un pseudoèpiderme limitant le 
dome mérfstématique dont Ia convexité fait face à 
.m,~ h.unièœ (fig. 4). Certaines cdlules de cette assise 
se diYisent pour donner naissance à des diverticules 
qui se dèt.,;.chent par la suite et se retrouvent libœs 
dans cette cavité, sous forme de petits nodules de 
4 a 12 cellules (fig. 5). 
Il pourrait kt s'agir de 5tades précoces d'embryo-
genèse somatique, laquetle a été rècemment décrite 
chez le genre Gossypiwn par PRICE et SmTH (1980). 
D,w1om,rs et HA\HLTON (l9S3), FI~ER et SmrH (1984), 
La néoformation visible sur la figure 6, et apparue à 
la périphérie d'un cal. pourrait en ètre un stade plu.; 
avancé. La partie caulinairc;; est parfaitement orga-
2. 
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msô~. avec un mèiristème apical et des ~bauchès fo-
liaires. Le procambium s'etènd vers un pôk racinaiœ 
plus tlou encore attenant au cal. Toutefois. la pré-
sen,;::e de zone.s màisrématiques contiguës autorise a 
pensé.:r quc: ks mécanismes à l'origine de cette néo-
4. 
f;:;, l - Mèristeme dans le cal i,.su 
d'ovuJe non fécondé apres 2 moi-, de 
:;ulture. Noti!r la présence des nodules 
p'.uriceHu'.aires dans la lumière. , 30. 
for,.;. 5. - Formation d'un divertkuk 
épidermique par le med~tèm<:. , 25û. 
FIG. 6. - Coupe longitudinale de ac!o-
for:n::i.tlon .sur cal issu d'o.-ule non 
fécondi de G. l!irsutwn après 3 müi, 
de culture. D2tail-; : mcristem<:'! cauli-
naii:e, ebauches foliaires. epiderme. 
prnvascularisatîon faisant la jonction 
m·ec le pol~ racim1ire. < !50. 6. 
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t:ormation pew:ênt ètre une succession de processus 
,:rganogèœ-~ ( différentiation caulinaiœ. puis raci-
naire 1 dlfferant d'un procèssus embryogène unique. 
L'obsc:rvation de stades intermédiaires pourrait lever 
t'ambiguïte sur ce point. 
S. 
CONCLUSION: 
Cë!s ob.servations des oi·ules non focond,s de coton-
niers cultivés in vitro font apparaître un.:: activité! 
c,::rtaine qu'il ,;ètait intéressant d'étudier plus avant. 
L'intluenœ de l'orientation des ovulès par rapport 
au milieu labse suppû~er w1e pobrisation d::1n,; le 
transport des ekmencs nutrüifs et Jé!s substanœ.s de 
croissance. Rœherchèr la mèilleure po'iition pour les 
ovuks accroitra les ch:.mces de succès. 
La gynogenèsé! permettrait, par l'obtention rapide 
d'haploïdes de n'importe qudle espèœ de coton:-ikr, 
.:le pr~ciser certains aspect;; dè l'hérédit,c: de c.1rac· 
tères chez le genre Gossypium. Ces haploïde,,, llile 
fois doubl~s, autoriseraient le diagn03tic pœcoce dc: 
la valeur d'un croisem<:!nt. Il convient toutefoi-; Je 
,a-;sur.::r du niveau d,:: ploïdie des embryons ren-
,:-Htr~s dans ks caviles ovulaires. 
L>èS tissus diplo'ides de l'ovule sembknt, quant à 
cl.L'o., ètre un matériel dé! choix pour la multip!icatton 
T~·~gétatiYt par organog,=n~sè et/ou ~mbry·ùgenesè 
,,..:,matique. L~s re5Ultats decrits id ayant ete obtenu~ 
.mrès seukment 2 à. 3 mois de culture, sont encoura-
g~ant-; dans l'optique dè cette dernière voie, les autres 
tissus .-;omatiqu.::s du cotonnier semblant. d'après la 
titte,ature. pêtss,;:r par un stade: de callogenèse beau-
cou,) plus lùng ide l'ordre d'un a deux ans). 
H rest,~ c;:;pendant à induire b formation de struc-
wrc:s de œ type ;:;n plus grand nombre, afin d'en 
c:nvi,ager le repiquage sur des milié!lL"< favorisant 
(:ur deve!oppemenr en pI:mtu1è-;. 
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ANNEXE 
Mmeu utilisé pour la culture d'ovules non fêcondés 
:Hactoéléments: 
mg.l-L mM.J·' 
Kl-IcPO, ......................... . 136,09 l 
KrJO, .............................. . l Ol l.10 1ù 
[..;H,NO, ............................ . 600,ùJ "1 ~ i -
MgSO,, 7H,O ................. . 2~6,-+il 1 
Ct,CI,, 2H,O .......... , ............... . 22().53 1,5 
M\crei,lëml}l'\ts IT'g ·. -t )!(./1 _1-"L 
[sel.~11 MURASHIGE ~t S:<OOG (191211 
ZriSC,, 41-',0 ...... . 8.6 36 
6.2 '00 
fi1nS0,, 4H,0 22,1 \3\) 
CuSO,. 5Ho0 0 025 0.1 
1 (( ., ••••• , .. D.83 5 
l·JaMoO<. 2H,O 0,025 
CôCI,, 6Ho0 o.o:s 0,1 
Solution de fer rog.1-' 11M.l·' 
~la,EDTA 37.3 107.07 
ëeSO,, '1H:O ... ~7.B 100 
Acide ascorbique 100 mg.!·' 
Vitamines de i'd:JRSL 11948) · 
Panthotenate de calcium 
Mesc-i.ncsi.tol 
A:::ide nicotiniquc 
Thîamine 
Pyridoxine 
Biotine 
Autres constituants: 
Acide indole acetiqu.è 
A.cide gib bèrelliq_ue 
Saccharose 
Glucose 
+ Bacto i\.gar 
1 mg.1·1 
100 mgY i' + 200 mg.1 ·'; 
1 mgJ-1 
1 mgJ·< 
1 mg.1·0 
0.01 mgJ-1 
1 mgJ·1 
2 mgJ-1 
20 g.I-' 
20 g.1·' 
3,5 g.1-1 
pH ajuste à 5 avant rautoclavage. 
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First results from -~in vitro~~ culture of unfertilized cotton ovules 
(Cos.~vpùun hirsutu,n L.) 
P. Pallaœs 
Laboratoire de Cytogènetique du C.LRAD., B.P. 51]35, 34032 Montpellier Cedt::x. 
SUMMARY 
Gynogenesis haploidization of me cult,vat~d terrap1oid 
cotton specfes G, hio-sutum has been attempted. After a 
two to three month long culture, embryos at va,ious stages 
of deveiopment have been o/Jserved in the ovu.lar cav1ties. 
lvhri;;tenn rè!generat1ng whole plantlets appear at the same 
,,ne m tile cal)<1s produoed by tlie ovule extemal 
integun,erts. 
l<EY WORDS : in vitro culture, Gossyplum hirsutum, ovules, gynogenesis, somatic embryogenesis. 
INTRODUCTION 
The genus Gossypium includès 33 diploid specic::; 
1.2 n = 2 x = 2b chromosomes) distri.buted into 7 
genomes, from A to G, and 4 tetraploid specks 
(2 n = 4 x = 52 chromosome,:;) resulting from th"' 
hybridization of two ,pecks of the A and D genomes, 
followed by the sponLaneous doubling of the chromo-
somic set of the hybrid. Among the oniy four culti· 
vated species o{ the genus, 2 are diploid and 2 aœ 
tetraploid. Hybrids betw<.::en ,vild diploid and culti-
vated tetraploid speciès are usdul to introduce ün-
proved agronomie and quality traits into commercial 
cottons, However, interspedfic hybri.dization oftt:n 
fails, duè to gènetic distanœ between the im·olved 
genomes which affects chromosome pairing or because 
of possible other incompatibility factors bèt,veen 
embryo, endosperm and materna! tissues resulting in 
è:urlv fruit abscission. Numerous authors haYe there-
ioré attemptèd to cm,rcome these obstacles by mc;ans 
of ia vitro ovule or embryo culmre, thus removing 
them from an adverse environmem. Thev firsi suc-
ceeded in simple cases of sdUertilizaÙon tJosm, 
1960; BEASLEY, 1971; Josm and Josm, 1972; Em et al., 
1973; BEASLEY and TrnG, 1973-1974; SrnW.\Rr and Hst:, 
1977). More recently. they exttmded their research 
to more complèx cases of inrnrspèdfic hybridization 
(StEWJR r and I-Jsu, 1978 ; GILL and B.u.u, l 984 a and b ,. 
In thè meamime, inve,;cigation,; ,wre also conducted 
in other fields, such as somatic embryogenesis (KH· 
fE11M.\X et al., 1977 ; PRICE et al., 1977 : WILLin.{S. 1978 ; 
Smnl and i:RICE, L97':); Hsu and STEw,un, 1980; PRICE 
and S1urn. l 980 ; F11'iER and SMITH, L982. 1934 ; 
D.,vmo:,.ir, and H.umrox, 1933) or Ilaploidization 
through androgenesis tBARROW et al., 1978; HsI and 
WL l':l78J or gynogen.:sis, the latter having not been 
re\ic:,.ved in any published paper yet. 
The~e techniques remain to be dc:veloped to be 
•ncorporated in the împrovèment schemes wheœ they 
could be helpful and time-saving to obtain greater 
number of fixed homozygous lines after chromosome 
doubling of the: hap!oid plants. Up ta now, the andro-
genesis method has been the most investigated, mayl:ie 
because one ,.mther contains :l large:!' nwnber of 
potential embryos ( theoretkally one per microspoœ·: 
and prestènts rherefoœ moœ chances of success and 
vaiiabifüy. However, regeneration of whole plant;; 
lus not bec:n reported yet. 
Regarding gynogenesis, the only published paper 
we know deals 1-vith the etfocts of various growfü 
substanœs on iH vitro fibt!r development from un-
tertiliz.ed cotton ovules (BEASLEY and TING, 1974J; but 
thè results now obtained from fertilized ovule culture. 
pinpointing the nutritive and hormonal requirements 
of the é:'mbryo, are a useful basis for gynogeni:;sis 
atLè:mpts. 
Those described here are part of a wider studv on 
in l'Ïiro ovule .:ulture from sevi:;ral Gossypium sp~cies 
,PALL.\RES, 1984). 
MATERIALS AND METHOD 
l\llaterial:; 
Two cultivars of G. llirsutwn t cv Pavlîkeni ana. 
cv Strumica) have been used. We wish to thank the: 
LR.C.T. gene bank for 1iaving provided the seeds. 
The plants were grown in a conditioned gœenhouse. 
raldng care of lœeping them in oprimal physiological 
and sanitarv conditions as the hc:alth of the mother 
plants is ~ritical for the ulterior iH vitra culture. 
The flower were dther harwsted or emasculated the 
day bef;ore anthesis, the fomale parts being in tlüs 
case protected from acctdental pollination until the 
ovary is takc:n within the 2 follm,ing days I anthesis 
or Lhe day after). These: thœe: co1Iecting stages gav<o! 
identkal results t but no rigorous statistical analysis 
has been made ·1. 
Method 
After a quick wash with a deœrgènt and ri.nse, 
thé: bolls ,vere surfaœ-sterilized either with an 8 ùo 
cakiuiu hypochlorite aqueous solution (20 minutes), 
then rinsed 3 timès with sterile water or by dipping 
them in ethanol and flaming them just before the 
ovules are aseptkally removed. It was sometimes 
neœs,;arv to do both treatments one after another. 
Thè ovuies were then placed on the surface of the 
agar-solidified culture medium ! see annex) previously 
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r.nured into Pétri dishes. After herm2;tical sealing 
\Vith "œEofrais ". the dishes were transferred :into 
a growth chamber at 27 °C ± 1 i.n the dar1;;:. The 
Cot. Fib. Trop .. l984, vol. XXXIX. fasc. 4 
0vde.s remained on the same medium during the 2 
i::i J month lasting culture. 
RESULTS Ai'JD DISCUSSION 
Unfertilized ovules producèd fow fiber but a caHus 
developed from thèir external integuments. Its 
appeanmce and V-:JT:.tme varied witll the ovule :;_Josi-
tion on the medium: ,·,thèn the ovules Wèœ deposited 
v.:!rti,.::aEy, they v,;eœ tctally enclos.èd by the cailus 
and a subsequent degenerarion of the ovules was 
sys!ematically observed later on. \'v11en they lay 
horizontally, botll ovule and cailus continued to 
develop and p,o;;;mbryonic structures Yière ob5erved 
m the ovulé\, caviües. 
Neverthelt::ss, the first (vertical l position se2;ms to 
be more favourabie ta somatk embryogenesh. 
W"ithin 2 ~nontlls, two types of formations can be 
s:.::~n: 
I<'ornmiions in the ovu!ar caviiy 
Their cxternal morphology ranges from nodular to 
dicotyI,~donary emb,yo whi1e thér int;;;rnal stn1cture 
1:. very '3i.mtbr to that of a zygotic embryo at füe 
corresponding stage of development: the nodules 
(globu]ar proembryos) reach the heart, torpeè.o and 
then dicotyledonary stages while their provas;::ubri-
zation and shoot, root and cotvledonarv meristèms 
a:.re dif[erentiated. Ev,:;n gossypo1 glands- can be seen 
(fig. l, 2 and 3). 
These formations bdng unique ( only one per ornle) 
a.nd maintained near the micropyle by a suspensor 
a1re supposed to be hapioid proembryos and embryos 
cterived from the haploid ceIIs of the embryo sac 
( ,:;osphere and synergids). Chromosome counting 
bas been at,emptetl through squashes in acetoforric 
carmine but faiied due to the ab:mdanca ol: starch 
grains in the œas. As we did not let any of these 
... 
. 
' , };-' ,1,,-, li,: 
·.,, ;.~~ ~t ,111;.?:'/. 
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i. 
FIG. 1. - Pluric.eUubr nodale œar the 
micropyle of an unfenilized o,uh of 
G. !ifrsutwn. after a 2 monfü 1ong 
culture. longitudinal section of the 
ovule. x 240. 
fIG. 2. - Prnembrvo wifa an elabo-
rate internal structure 'a part has 
becn eut •')t\: for ch:omosome cm:mting 
purposes). Longitudinal section of an 
unfortiiized o,n.iie of G. iiii·sutwii after 
a 2 month long culture. :< 6D. 
FIG. 3. - Cros., section of an embryo 
extracted from an unfenHi.zed ontle 
of G. hirswum after a 3 montl: long 
culture. ·,,: 40. Note the cotyfodon 
development. 3, 
,.:nbryos reach full maturity and germination, we did 
not try counting on root tips which is a more effi-
cient method. So, the hypothesis about their origin 
remains to be cllecked through the determinatîon of 
their ploidy level. 
J'.fodstems, adventiciou;;; l;uds and somatic embryos 
in the calius 
On th.:o same culture medium and here again 
wlthin u 3 month long culture, meristems were 
cbserved inside thé: callus. most often close to one 
,)f its numerous fold.s. among cells with a high starch 
,;.)nt,mt. trachdds and gossypol glands. The first 
s~ep in cell differemiation is the settlement o[ an 
cpidermoîd layer limiting th;;; meristematic dome, 
!he convex side o[' wllich faces a cavity (fig .. r;. Frorn 
t:li.s ~ayer. som=- dividing cells gb:e rise to diverticula 
,vhich become free in the; cavity in the form o.f 4 to 
i2 œll s;nall nodules (fig. 5J. This could be early 
stages of somatic embryogenesis which has recently 
b.::e;:i de,;crib.::d in the genus Gossypiwn by PruCE and 
.Smnr fl9}€J;, D.,,q1:;o;o;:1s and R\MILîO~ (1%3) and 
ffJ:,;ER and S:mn1 ( 1984'>. The naoformation shmvn 
on figur~ 6 appeared on the periph,:;ry of a callus and 
,::ould be a more advanced stage of somalie embryo-
:3enesis. 
The cauline part is perfectly organiz.ed, with an 
aiJical meristem and leaf ptimordia.. Procambium 
exrends to the root (less distinct for i.t i.s still tied 
to the caliu.s 1. Howei:er, thè presence of contiguou:, 
meristematic areas does not malœ it possible to 
detem·üne preôsely whether this formation is a 
somatic embrvo or an advemidous bud. In other 
words. it can.;_ot be determined whether it bas been 
2. 
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rrencrated al! at once in a sole embryogenic proœss 
,~r by successi,e steps of org:mogenesis ! first shoot 
then mot differentiaiion l. Only the obsc:n:ati,)n of 
4. 
PrG. 4. - Meristem in the caHus pro-
duced bv an unfertilized ovule after 
a 2 mo1;th long cultuœ. Notice: the 
presence of pluricdlular nodul.às in 
the cavity. < 30. 
~CG. 5. - Formation of an epidermic 
diverticulum by the mc:rîstem. ,, 23ù. 
FIG. ô. - Longitudinal s<èction oE a 
neoformation on a callus produced by 
an unfertilized ovuk of G. liirsutw11 
after a 3 month long cultuœ. Detail-,; : 
shoot apex meristem, 1eat primordia, 
epidermis, provascularization linldng 
up with root pole':, 150. 6. 
P.\Ll.\RES P. - 1.5 l 
intermediary stages ot devdo9mt:nt cou!d dea.r thi; 
poim up. 
5. 
CO!\!CLCSION 
These obsenations on in l'irro cultuœ of unfortilized 
cotton ovulès prove tl1eir great activity which ·would 
be interesting to invesligate further. The etiect of 
tlle ovule position on the medium tends to indicate 
that a polarizadon exists in the transport of nutrients 
and growth substanœs. S<!aking tht: best 0\,1.tk 
position will œnainly increasè the chances of 
::.uccess. 
If pèlTilitting to obtain haploid plants quickly from 
any cotton species, gynogenesis would be helpf.ul to 
study characte1· inheritanœ in the gt:nus Gassypiwn. 
Oncé! doubled. these haploid;; ,,,;ould alfo,N to diagno;;e 
carly the value of a cross. It remain.,;. however. 
neœs::;ary to check the ploidy kvd of the embryos 
found in ovular cavities. 
Thè ovule diploîJ ti;;sues seem extœmely com-·enient 
îor vegetative multiplication ( either organogenesis 
or somatic embryogenesis !. Our resulis have been 
übtained after only a t\vo to three month long culture 
~md they ztre encouraging since the other somatic 
lis.-mes of cotton appear. according to the literature. 
less reacLh-·e. The cal.logene;;is stage before any œ-
generation often reaches one year or nvo. 
[-{owever. media remain to be found to increase 
the rate of formation of embryoids and lead to their 
èkvdopment into plantl<èts. 
RESUMEN 
Ha sida imeutada l,i haploidi::,acidn par ginog.!n2sis 
de Lü e,pe.cie retraoloide L'liltivada de. algodù11ero 
G. hir~utum. De,pues de. 2 a 3 n;,:,e.; de cultiro. 
i::1nbriones en diferemes fase, de dt?.s.irrolt.J lwli sid.0 
obsen·,iJos e.11 las cavidades ovulare,. ,\Ie,.istemo1s 
reg.-211ua11do pla11to11es e11teros aparec,m al 111is1t1L• 
1iempo en i!.l callo producido par los wgmnemos ex-
lemas del dvulo. 
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Medium uscd for the culture of unfertilized ovules 
Macrnmrtrients: 
KHJ'O, ................. , ...... ,,., .. 
KNO., .............. ,, ...... , ....... . 
Nl-l,1-ifOo ............................. . 
MgSO,, ïH,O ........................ . 
CaCt, 2I'LO . . . . . . . . ........... , ..... . 
Ml cronutrlonts 
[accordin;i te MURASHIGE ar.d SKOOG 
(1962)] 
H,BO, ..... 
MnSO,. 4H:O 
CuSO,. 5l·LO 
1 1( . ., •... 
Ma,MoO,. 21-l,O ........... , , .. .. . . .. .. .. .. 
CoC,,. BH,O 
fron solution 
FeSO,. 4H,O 
As.;:orbic acid 100 mgJ-' 
mg.1"1 
136.09 
1011.10 
60G.1JO 
246.-tB 
220.53 
nig i•t 
8.6 
6,2 
223 
0.025 
0.83 
0.025 
oms 
mg.r-1 
37.3 
27.8 
mM.l-' 
1 
10 
l 
1.5 
µM.1-' 
3(, 
~oc 
:30 
01 
5 
o., 
11M.i-t 
10707 
rno 
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ANNEXE 
î/itamin, according w MoREl. (19-18} : 
Calcium panthotenate 
Meso-inositol 
Nicotinic acid 
Thiamine. 
Pyridoxine 
Biotine 
Othci· componeHls: 
Indole acetic acid 
Gibberellic acid 
Sucrose 
l mg.l-1 
: 100 rngJ-1 ( f- 200 mg.I-1 i 
l mg.l-1 
1 mg.1-· 
1 mg.I-' 
O,Ol mgJ-1 
1 mg.!-' 
2 mg.I-' 
20 gY 
G~~e m~~ 
+ Bacto Agar 5.5 gJ-• 
pH adjustè:d to 5 prior to autoclaving, 
